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論文内容要旨
 ストレプトゾ'トシンやアロキサンの投与で糖尿病か発生することが知られてきた。このメカニ
 ズムについて我々の教室の研究で次のように説明し得るようになってきた。すなわち,ストレプ
 トゾトシンやアロキサンによって膵ランゲルハンス島β細胞のDNAが選択的に切断され,ポリ
 ADPリボース合成酵素が活性化される。ポリADpリボース合成酵素は,NADを基質とするの
 で細胞内のNADは枯渇し,膵β細胞は壊死に陥り,個体は糖尿病となるというものである。実
 際,ニコチン酸アミドのようなポリADPリボース合成酵素阻害物質をストレプトゾトシンやア
 ロキサン'と併用投与すると,糖尿病の発症は防止され,インスリノーマ(膵ランゲルハンス島β
 細胞腫瘍)が高率に発生することも見出してきた。そこで本研究では,β一cytetoxinとニコチ
 ン酸アミドの併用投与で誘発したラット・インスリノーマ発生のメカニズムを遺伝子発現の面か
 ら検討した。
 ストレプトゾトシンとニコチン酸アミドの併用投与で誘発したラット・インスリノーマより岡
 山一Berg法でcDNAライブラリーを作製し,インスリノーマと正常ランゲルハンス島のポリ
 (Al+RNAより調製したcDNAをプローブとしたDifferentialcolonyhybridizatiollでス
 クリーニングを行ったところ,約0.02%の割合でインスリノーマで特異的に発現しているクロー
 ンが単離された。
 このクローンのcDNAをプローブにノーザンブロットハイブリダイゼーションを行うと,こ
 のcDNAに対応するmRNAは約700ヌクレオチドの大きさで,ストレプトゾトシンとニコチ
 ン酸アミドの併用投与で誘発したインスリノーマのみならず,アロキサンとニコチン酸アミドの
 併用投与で誘発したインスリノーマでも強く発現していたが,肝臓・腎臓・脳・正常ランゲルハ
 ンス島や膵部分切除によって調製した再生ランゲルハンス島における発現は極めて低かった。
 単離したcDNAの塩基配列をダィデオキシ法で決定すると,このcDNAは487塩基とポリ
 Aより成り,145アミノ酸残基から成る分子量17,040の塩基性蛋白質をコードしており,予想
 されるアミノ酸配列には,nuclearlocationsigna1,DNA結合蛋白質に共通するアミノ酸
 配列が認められた。決定した塩基配列と予想されるアミノ酸配列を核酸・蛋白質データベースを
 用いて検策した結果,このcDNAの構造は既知のがん遺伝子や増殖関連遺伝子のいずれとも異
 なっていた。
 以上のことから,①今回新しく見出した遺伝子をRatInsulinomaGene,rigと名付けた。
 ②rigは核でDNAと結合する可能性が考えられた。③ストレプトゾトシンのみならず,ストレ
 プトゾトシンと異なるメカニズムでDNAを切断するアロキサンによって誘発したインスリノー
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 マでもrigが発現しているのに対し,再生ランゲルハンス島においてrigの発現が正常ランゲル
 ハンス島同様低いことから,rigは膵ランゲルハンス島β細胞の腫瘍化に密接に関与している可
 能性が考えられた。
 次いでインスリノーマにおけるrigの過剰発現のメカニズムを明らかにする目的で,ストレプ
 トゾトシンとニコチン酸アミドの併用投与で誘発したラット・インスリノーマと正常ランゲ
 ルハンス島のDNAを用いてサザンブロットハイブリダイゼーションで解析したところ,rig遺
 伝子には遺伝子増幅や大きなrearragementは認められなかった。従って,rigのインスリノー
 マにおける過剰発現は,rigの転写調節領域のわずかな構造変化による可能性が考えられてきた。
 そこでラット・インスリノーマと正常ランゲルハンス島の遺伝子ライブラリーを作製し,各々
 よりrig遺伝子とその51上流域を単離し,構造解析を行ったところ,5'上流域の転写調節領
 域の構造変化も明らかにされてきている。
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 審査結果の要旨
 本論文の著者は,まずストレプトゾ'トシンとニコチン酸アミドの併用投与で誘発したラット・
 インスリノーマより岡山一Berg法でcDNAライブラリーを作製した。次にインスリノーマと
 正常ランゲルハンス島のポリ(A)+RNAより調整したcDNAをプローブとしたDifferential
 colonyhybridizationでスクリーニングを行ない,インスリノーマで特異的に発現しているクロー
 ンを単離した。
 このクローンのcDNAをプローブにノーザンブロットハイブリダイゼーションを行うと,こ
 のcDNAに対応するmRNAは約700ヌクレオチドの大きさで,ストレプトゾトシンとニコチ
 ン酸アミドの併用投与で誘発したインスリノーマのみならす,アロキサンとニコチン酸アミドの
 併用投与で誘発したインスリノーマでも強く発現していた。しかし,肝臓・腎臓。脳・正常ラン
 ゲルハンス島や膵部分切除によって調製した再生ランゲルハンス島では,このmRNAの発現は
 極めて低かった。
 単離したcDNAの塩基配列をダィデオキシ法で決定すると,このcDNAは487塩基とポリ
 Aより成り,145アミノ酸残基から成る分子量17,040の塩基性蛋白質をコードしており,そのア
 ミノ酸配列にはnuclearlocationsignalとDNA結合蛋白質に共通するアミノ酸配列が認め
 られた。塩基配列とアミノ酸配列を核酸・蛋白質データベースを用いて検索した結果,このcD
 NAの構造は既知のがん遺伝子や増殖関連遺伝子のいずれとも異なっていた。この新しい遺伝子
 はrig(RatInsulinomaGene)と命名された。
 本論文の著者はラット・インスリノーマからrigという新しい遺伝子を発見した。その後,rig
 はウイルスで誘発したハムスターインスリノーマ,ヒトインスリノーマ,大腸がん,食道がん,
 さらには肝再生の初期にも一時的に発現していることから広く細胞増殖に係わっている遺伝子で
 あることが考えられてきた。本論文はこれらの研究の発端になったものであり,がん・増殖関連
 遺伝子の研究分野に新しい境地を開いたもので学位論文に値するものと考えられる。
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